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巨 症 蝙 蛾 不 同 虫 态 的 COI 基因 条 形 码 识别 
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摘要 :【 目 的] 巨 辣 蝙 蛾 Endoclita davidi (Poujade，1886 ) 是 雪 峰 器 草 菌 Ophiocordyceps xuefengensis 
的 重要 寄主 。 本 研究 分 析 了 该 虫 线粒体 DNA COI 基因 条 形 码 , 以 在 不 同 虫 态 及 被 虫草 菌 寄生 的 信 
虫 状 态 下 能 快速 准确 鉴定 寄主 种 类 。【 方 法 】PCR 扩 增 巨 靖 蝙 峨 成 虫 ( 足 一 对 ,胸肌 ,起 基部 )、 孵 
( 单 粒 ) 、 幼 忠 ( 胸 足 一 对 )、 肾 (少量 体 辟 组织 ) 及 虫草 僵 贝 ( 胸 足 或 体 壁 ) 组 织 共 计 21 个 样品 的 COI 
基因 片段 ( 约 658 bp) 并 进行 测序 和 上 比 对 ;以 MEGA6.0 软件 的 K2-P 双 参 数 模型 计算 种 内 及 种 间 遗 
传 距离 ;以 领 接 法 (neighbor-joining, NJ) 和 最 大 简约 法 (maximum parsimony，MP ) 两 种 方法 构建 系 
统 发 育 树 。【 结果 】 聚 类 分 析 与 形态 学 鉴定 结果 一 致 ,所 纳入 分 析 的 20 个 样品 均 为 同一 物种 ,节点 
支持 率 可 达 99% 。 种 内 遗传 距离 为 0.00% ~1.08% ,平均 0.54% 。 与 蝙蝠 蛾 科 其 他 6 种 昆虫 种 间 
遗传 距离 为 5.36% ~13.31% ,平均 10.47% ;种 间 遗 传 距离 为 种 内 遗传 距离 的 19.39 倍 (10.47% 
vs 0.54% ) ,而 且 种 内 与 种 间 遗 传 距离 没有 重合 区 域 。【 结论] 基于 mtDNA COI 基因 DNA 条 形 码 技 
术 可 以 用 于 巨 辣 蝙 蛾 的 快速 准确 鉴定 ,并 对 蝙蝠 蛾 科 ( Hepialidae ) 昆 虫 的 分 子 系统 发 育 分 析 有 重要 
意义 。 
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DNA barcoding of various developmental stages of Endoclita davidi 
(Lepidoptera: Hepialidae ) based on mtDNA COI gene sequence 

CHEN Shan, ZHOU Qiong” , LI Gang (College of Life Sciences, Hunan Normal University, Changsha 
410081, China) 

Abstract:【 Aim 】 Endoclita davidi is the primary host of the entomogenous fungus Ophiocordyceps 





xuefengensis. In order to identify the host species in different developmental stages and its caterpillar 
infected by the Cordyceps fungi, the gene sequence of mtDNA cytochrome oxidase subunit I (COI) of E. 
davidi was analyzed for DNA barcoding.【 Methods) The partial fragments (about 658 bp) of the mtDNA 
COI gene were amplified from 21 samples of tissues of adults (thoracic legs, pectorals, wing base) , egg, 
larva (thoracic legs), pupa (body wall), caterpillar fungus (thoracic legs, body wall) of E. davidi by 
PCR, and the obtained COI! gene fragments were sequenced and aligned. The intra- and inter-species 
genetic distances were calculated with MEGA version 6.0 software using the Kimura 2-parameter model. 
The phylogenetic trees were constructed among the closely-related species with neighbor-joining (NJ) and 
maximum parsimony (MP) methods. 【Results】The identification results based on the phylogenetic tree 
were consistent with those based on the morphological analysis of the 20 samples, which were all verified to 
be originated from the same host species. The bootstrap values of the original divergence among different 
haplotypes within the same species were over 99%. The average inter-species genetic distance between E. 
davidi and other six hepialid species was 19.39 times as high as the average intra-species genetic distance 
of the 20 samples of E. davidi (10.47% vs 0.54% )，There was no overlap between intra- and inter- 


species genetic distances. 【 Conclusion 】The results indicate that DNA barcoding based on the partial 
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sequence of mtDNA COI gene provides rapid and accurate identification of £. davidi. The technology has 


important significance for molecular phylogenetic studies of Hepialidae. 


Key words: Endoclita davidi; DNA barcoding; mtDNA COL gene; species identification; molecular 


phylogeny 


蝙蝠 蛾 科 ( Hepialidae ) 是 鳞 妈 目 (Lepidoptera) 
昆虫 中 较为 原始 的 一 个 类 群 ,既是 重要 的 林业 和 药 
用 植物 害虫 ,又 是 珍贵 的 虫草 寄主 ,对 其 系统 发 生 加 
以 剖析 ,对 研究 鳞 翅 目 昆 虫 演化 有 重要 意义 ( 朱 弘 
复 和 王 林 瑶 ,1985 ) 。 目 前 全 世界 已 知 68 属 616 个 
有 效 种 (valid species) (Nielsen et al., 2000) ,本 科 的 
一 些 种 类 由 于 是 虫草 菌 [Cordyceps sinensis 
(Berkeley) Saccardo ] 的 重要 载体 ,因而 成 为 名 贵 的 
中 药材 一 一 虫草 ( 朱 弘 复 等 , 2004) 。 

巨 疝 蝙 蛾 Erdocliia davidi 隶属 于 蝙 蝙 蛾 科 
( Hepialoidea ) 蝙 峨 属 Endocliia， 异 名 Phassus 
giganodus (Chu ef Wang，1985 ) 。 该 种 在 《中 国 动 物 
志 》 中 归属 为 Phassus (Chu et Wang, 1985) ,现在 认为 
Phassus Walker,，1856 的 种 类 全 部 分 布 在 中 美洲 ,而 
亚洲 东部 至 东南 亚 以 及 印 巴 次 大 陆 的 蝙 蛾 种 类 均 属 
于 Endoclita Felder, 1874 (Poujade, 1886) (Nielsen et 
al., 2000; 薛 大 勇 ,私人 通讯 ) 。 据 朱 弘 复 等 (2004 ) 
的 记载 , 巨 疝 蝙 蛾 在 国内 主要 分 布 在 福建 (沙县 ) 、 广 
西 ( 金 秀 老 山 ) 等 地 ,是 一 种 性 干 性 昆虫 。 近 些 年 ,在 
湖南 的 洞口 ` 武 四 长沙. 宁 乡 和 油 罗 等 多 地 山林 调查 
时 发 现 ,该 虫 主 要 性 食 药 用 植物 大 青 Clerodendrum 
cyrtophyllum Turcz. 等 的 共和 根 ( 李 纲 等 , 2017 ) ;同时 
发 现 , 巨 疝 蝙 蛾 幼虫 可 被 一 种 重要 的 线虫 草 菌 科 真 菌 
雪 峰 虫草 菌 Ophiocordyceps xuefengensis (Wen et al., 
2013) 寄生 而 形成 虫 兰 结合 体 一 一 雪 峰 虫草 。 雪 峰 虫 
草 有 较 好 的 补 肺 益 肾 、 提 高 免疫 力 和 抗 况 等 功效 ( 黄 
明和 , 2012; 郑 兵 等 , 2015) 。 
由 于 蝙 蛾 属 昆虫 的 幼虫 均 钻 星 植 物 茎 干 ( 朱 弘 
复 等 , 2004) ,生活 周期 长 ,运用 传统 的 形态 学 方法 确 
定 物 种 需 饲 养 至 成 虫 ,花费 很 长 时 间 , 而且, 被 虫草 著 
寄生 的 僵 虫 状态 更 难以 辨别 寄主 昆虫 。 另 外 ,对 野外 
采集 的 虫草 标本 进行 ITS(internal transcribed spacer ) 
鉴定 发 现 , 巨 疝 蝙 蛾 除了 被 雪 峰 虫草 菌 寄生 外 ,还 可 
被 其 他 种 类 的 虫草 菌 寄生 (未 发 表 资 料 ) ; 男 据 报道 ， 
其 他 蝙 蛾 也 被 雪 峰 虫草 菌 寄生 (Wen et al., 2013; 朱 
如 彩 等 , 2015)。 因 此 ,准确 快速 地 鉴别 巨 疝 蝙 蛾 ,对 
巨 症 蝙 蛾 和 虫草 资源 的 开发 利用 ,以 及 蝙蝠 蛾 科 系 统 
发 育 关系 的 研究 都 具有 重要 意义 。 

Tautz 等 (2002) 首先 提出 用 DNA 序列 作为 生物 

























































































































































































分 类 系统 的 主要 平台 , 即 DNA 分 类 学 (DNA 
Taxonomy) 。 随 后 , Hebert 等 (2003a) 根据 线粒体 
DNA(mitochondrial DNA,，mtDNA ) 基因 组 结构 相对 
简单 .具有 遗传 上 的 相对 自主 性 分子量 小 、 一 般 是 
共 价 闭合 的 环 状 双 链 DNA、 具 典型 的 母系 遗传 方 
式 、 进 化 速度 快 、 限 制 性 内 切 酶 图 谱 具 有 相对 的 科 属 
稳定 性 等 特点 ,正式 提出 将 DNA 条 形 码 技术 (DNA 
parcoding) 用 于 分 类 学 研究 , 即 通 过 对 线粒体 DNA 
细胞 色素 c 氧化 酶 亚 基 (mtDNA COI) 5' 端 一 段 长 
度 约 658 bp 的 标准 基因 片段 进行 测序 和 序列 分 析 ， 
进而 在 DNA 水 平 上 成 功 快速 准确 地 鉴定 物种 。 与 
传统 鉴定 方法 的 理论 基础 不 同 ,DNA 条 形 码 技术 是 
基于 物种 基因 型 的 差异 ,而 不 是 与 环境 密切 相关 的 
表现 型 ,并 且 能 够 克服 传统 鉴定 方法 的 诸多 缺陷 , 具 
有 鉴定 结果 准确 、 可 重复 性 好 、 方 法 通用 性 强 等 优 
点 。 因 此 ,mtDNA COI 基因 已 成 为 生物 分 类 学 研究 
中 应 用 最 多 的 分 子 标记 之 一 ,并 已 广泛 应 用 于 昆虫 
的 种 类 鉴定 以 及 发 现 隐 存 种 ( 刘 慎 思 等 , 2012) 。 目 
前 条 形 码 数据 库 中 超过 65% 的 序列 都 来 自 昆 虫 纲 
〈 赵 广 宇 等 , 2014) ,其 中 鳞 翅 目 是 昆虫 中 利用 DNA 
条 形 码 研究 最 多 的 类 群 (Hebert et oj.，2003a， 
2003b; Janzen et al., 2005; Hajibabaei et al., 2006; 
Huler et al., 2007 ; 李 青 青 等 ,2010)。DNA 条 形 码 
的 广泛 应 用 推动 了 包括 分 类 学 在 内 的 多 学 科 的 发 
展 ,促进 了 进化 生物 学 及 生态 学 的 研究 ,受到 高 度 关 
注 ( 张 晓 曼 和 张 爱 兵 ，2017 ) 。 随 着 GenBank 和 
BOLD 系统 数据 库 的 发 展 , DNA 条 形 码 技术 已 成 为 
科研 和 生产 实践 中 用 于 昆虫 种 类 鉴定 和 近 缘 种 区 分 
的 重要 方法 之 一 。 到 目前 为 止 ,蝙蝠 蛾 科 昆 虫 COI 
基因 序列 仅 记 录 6 种 (NCBI) ,有 关 巨 辣 蝙 蛾 DNA 
条 形 码 尚未 见 登记 和 报道 。 

为 此 ,本 研究 应 用 DNA 序列 分 析 技 术 , 对 采 自 
湖南 省 不 同 地 区 和 不 同 虫 态 的 巨 闻 蝙 蛾 以 及 虫草 僵 
虫 进行 了 COI 基因 的 序列 研究 ,以 期 为 巨 疝 蝙 蛾 以 
及 虫草 寄主 昆虫 种 类 的 快速 准确 鉴定 提供 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 
巨 普 蝙 蛾 .davidi 高 龄 幼虫 和 虫草 僵 虫 (已 长 
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出 子 座 ) 分 别 于 2013, 2015 和 2016 年 采 自 湖南 洞 
口 县 和 长 沙市 的 马鞭 草 科 药 用 植物 大 青 C. 
cyrtophyllum 的 茎 干 和 根 , 肾 、 成 忠和 孵 均 为 所 采集 
的 幼虫 在 实验 室内 人 工 饲 养 化 肾 、 羽 化 和 产 卵 获得 。 

选取 上 述 巨 疝 蝙 蛾 不 同 采集 地 和 不 同 虫 态 的 
20 个 个 体 作为 研究 材料 ( 共 21 个 样品 , 其 中 样品 7 
和 21 取 自 同一 虫 体 的 不 同 组 织 , 表 1) 。 幼 虫 及 师 
标本 为 75% 乙 醇 常温 下 保存 , 虫 卵 于 8%C 、 相 对 湿度 
80% 无 光照 的 人 工 气候 箱 保 存 ,成 虫 标本 -20%C 冰 
箱 保 存 , 虫 草 僵 虫 标本 于 玻璃 干燥 器 常温 保存 。 所 
有 标本 均 保 存 于 湖南 师范 大 学 生命 科学 学 院 。 
1.2 巨 疝 DNA 提取 

采用 血液 组 织 细 胞 基因 组 提取 试剂 盒 ( DP304， 
湖南 甲骨 文生 物 医药 有 限 公 司 ) 提 取 巨 疝 蝙 蛾 样品 
基因 组 DNA。 选 取 巨 疝 蝙 蛾 卵 ( 单 粒 ) 幼虫 ( 胸 足 
一 对 ) 、 肾 (少量 体 壁 组 织 ) .成 虫 ( 足 一 对 , 胸肌 , 翅 
基部 ) 及 虫草 僵 虫 ( 胸 足 或 体 壁 )( 表 1) 各 2 ~3 mg 
组 织 置 于 2 mL 圆 底 离心 管 中 。 将 离心 管 置 于 液 氮 
中 迅速 冷冻 后 使 用 RetschMM 400 球磨 仪 粉碎 处 理 ， 
以 200 pL 粉碎 裂解 缓冲 液 GA 冲洗 、 震 荡 至 彻底 县 
浮 ; 加 入 20 pL Proteinase 上 ,充分 混 匀 后 于 56% 水 








































































































件 : 预 变性 94Y 5 min; 变 性 94%C 30 s, 退 火 55%C 30 
s, 延 伸 72% 40 s,32 个 循环 ; 延伸 72% 10 min。 
PCR 扩 增 结束 后 , 取 4 pL PCR 扩 增 产物 在 1% 琼脂 
糖 凝 胺 上 以 100 V 电泳 分 离 10 min ,然后 在 Gel-Doc 
UniversalHood 本 型 凝 胶 成 像 系 统 ( Bio-Rad 
Laboratories) 下 分 析 电 沪 结 果 并 对 电泳 检测 合格 的 
PCR 扩 增 产物 进行 纯化 。 纯 化 产物 测序 由 铂 尚 生 
物 技术 ( 上海) 有限 公 司 完 成 。 将 测序 所 得 20 个 样 
品 CO7 序列 提交 至 GenBank ,获得 GenBank 登录 号 。 
1.4 COI 基 因 序 列 处 理 与 系统 发 育 分 析 

用 Chromas 2.33 对 所 得 20 条 (样品 21 与 样品 
7 取 自 同一 个 虫 体 的 不 同 部 位 , 故 样品 21 不 作为 分 
析 数 据 ) CO7 序列 进行 人 工 校 阅 ,以 确保 序列 的 高 质 
量 。 用 DNAMAN 9.0 软件 对 序列 进行 整合 和 对 齐 
处 理 。 将 所 得 COI 序列 与 NCBI 和 BOLD 数据 库 中 
已 公开 的 蝙蝠 蛾 科 种 类 序列 进行 同 源 性 比 对 分 析 。 
然后 ,从 NCBI 中 已 公开 的 蝙蝠 蛾 科 6 种 蛾 类 ( 表 2) 
及 本 研究 中 巨 疝 蝙 蛾 COI 基因 序列 中 各 选取 一 条 
序列 ,共计 7 种 蝙蝠 峨 的 COI 基因 序列 进行 系统 发 
育 分 析 。 利 用 MEGA6.0 软件 以 Kimura 2-parameter 
(K2-P) 双 参数 模型 ( Kimura，1980 ) 计算 种 内 及 种 


















































浴 3 h( 中途 混 匀 3 ~5 次 ) 直至 组 织 溶解 ,并 简短 离 





间 遗 传 距离 ,以 及 所 得 序列 的 长 度 、GC 含量、 多 态 





心 ;然后 滴 入 200 pL 溶 缓冲 液 CB ,充分 颠倒 混 匀 ， 
70%C 水 浴 条 件 下 加 热 10 min; 加 入 200 pL 无 水 乙 
醇 , 充 分 震荡 混 匀 ; 取 溶 液 及 架 状 沉 演 加 入 吸附 柱 ， 
12 000 r/min 离心 30 s, 倒 掉 废 液 ; 向 吸附 柱 中 加 入 
50 pL 缓冲 液 GD,12 000 r/min 离心 30 s, 倒 掉 废 
液 ; 向 吸附 柱 中 加 入 600 pL 漂洗 液 PW ,12 000 x/ 
min 离心 30 s, 倒 掉 废 液 ;再 次 12 000 r/min 离心 2 
min , 倒 掉 废 液 ,并 将 吸附 柱 置 于 室温 放置 数 分 钟 ,以 
彻底 防 干 吸附 材料 中 残余 的 漂洗 液 ;将 吸附 柱 转 人 
一 个 干净 的 离心 管 中 , 向 吸附 膜 中 间 部 位 悬空 滴 加 
100 pL( 分 两 次 ) 洗 脱 缓冲 液 IE, 室温 放置 2 ~5 
min,12 000 r/min 离心 2 min, 将 收集 到 的 溶液 
-20% 保存 备用 。 保 证 每 个 样品 至 少 成 功 提 取 一 
组 DNA。 
1.3 线粒体 COI 请 段 PCR 扩 增 及 测序 

巨 辣 蝙 蛾 线粒体 CO7 片段 扩 增 引物 : LepF1 
(5’-ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG-3') 和 LepR1 
(5’-TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA-3’) ( Hebert 
et al., 2004) ,引物 序列 由 上 海 生 工 生 物 工程 技术 服 
务 有 限 公 司 合成 。 反 应 体系 为 25 pL: 超 纯 水 7.5 
ML.2 x EasyTaq PCR SuperMix 12.5 pL\10 pmol/L 
上 下 游 引物 各 1 pL.DNA 模板 3 hL。 扩 增 反应 条 





























位 点 、 简 约 信息 位 点 等 参数 ( 常 虹 等 , 2012; 尤 欢 
等 ,2014; 唐 秀 娟 等 ，2015 ) 。 并 采用 邻接 法 
(neighbor-joining，NJ) 和 最 大 简约 法 (maximum 
parsimony，MP) 两 种 方法 构建 系统 发 育 树 ,系统 发 
育 树 分 支 的 置信 和 度 采 用 自 展 法 (bootstrap analysis， 
BP) 重 复 检测 1 000 次 。 





2 结果 


2.1 巨 辣 蝙 蛾 COI 基因 的 PCR 扩 增 结果 、 序 列 测 
定 及 其 变异 分 析 

以 各 虫 态 不 同 组 织 共 21 个 样品 的 DNA 为 模 
板 , 利 用 引物 扩 增 所 有 样品 中 均 得 到 一 条 特异 PCR 
条 带 , 且 多 次 重复 试验 均 得 到 单一 条 带 , 扩 增 成 功率 
达 100% 。 电 泳 检测 结果 显示 ,无 论 单 粒 卵 、. 幼 虫 和 
成 虫 的 足 及 胸肌 、` 翅 基部 ,还 是 晴 和 虫草 体 壁 组 织 ， 
均 能 扩 增 出 清晰 的 目标 条 带 。 

对 扩 增 产物 送 样 进行 双向 测序 , 均 获得 高 质量 
的 测序 图 谱 , 测 序 成 功率 为 100% 。 序 列 拼接 处 理 
后 均 得 到 658 bp( 去除 引物 序列 ) ,测序 结果 表明 ， 
所 测 全 部 COI 基因 序列 (GenBank 登录 号 为 KY 
928011 - KY928031 , 表 2 ) 中 碱 基 T,C ,A 和 GCG 的 
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表 1 湖南 省 巨 疝 蝙 蛾 采样 信息 


Table 1 Data of samples of Endoclita davidi in Hunan Province 









































样品 编号 测试 虫 态 i i 经 纬度 Nag 采集 日 期 (年 /月 采集 虫 态 
机 测试 组 织 采样 地 ee 海拔 (m) Mo Sg 
Sample Developmental stage Re Longitude and ， Collecting date Developmental stage 
. Tissues tested Sampling site . Altitude 
no. of insects tested latitude (year/ month) of insects collected 
1 卵 卵 体 洞口 27°5'N, 110°30'E 300 -600 2015/11 幼虫 
Egg Body Dongkou Larva 
2 幼虫 胸 足 洞口 27°5'N, 110°30'E 300 -600 2015/09 幼虫 
Larva Thoracic legs Dongkou Larva 
. 胖 油 
3 体 辟 洞口 27°5'N, 110°30'E 300 -600 2015/05 幼虫 
Pupa Body wall Dongkou Larva 
4 成 由 胸 足 洞口 27°5'N, 110°30'E 300 -600 2015/07 幼虫 
Adult Thoracic legs Dongkou Larva 
5 成 由 起 基部 洞口 27°5'N, 110°30'E 300 -600 2015/10 幼虫 
Adult Wing base Dongkou Larva 
6 成 由 胸 足 洞口 27°5'N, 110°30'E 300 -600 2015/10 师 
Adult Thoracic legs Dongkou Pupa 
7 成 由 胸 足 洞口 27°5'N, 110°30'E 300 -600 2015/07 幼虫 
Adult Thoracic legs Dongkou Larva 
8 虫草 胸 足 洞口 27°5'N, 110°30'E 300 -600 2016/03 虫草 
Caterpillar fungus [ Thoracic legs Dongkou Caterpillar fungus 
所 
洁 峰 虫 草 体 壁 洞 口 ee Dy 虫草 
9 Xuefeng 27°5'N, 110°30'E 300 -600 2013 
b Body wall Dongkou Caterpillar fungus 
caterpillar fungus 
局 峰 虫 草 体 壁 洞 口 有 a 虫草 
10 Xuefeng 27°5'N, 110°30'E 300 -600 2013 . 
. Body wall Dongkou Caterpillar fungus 
caterpillar fungus 
幼虫 胸 足 长 沙 Ey iy 幼虫 
11 和 Thoracic legs ingly 28°11’'N/112°58'E 60 - 100 2015/11 Te 
向 长 水 
12 幼虫 胸 足 SD 28°11’'N, 112°58'E 60-100 2015/11 幼虫 
Larva Thoracic legs Changsha Larva 
向 长 沙 
13 幼虫 胸 足 St? 28°11’'N, 112°58'E 60-100 2015/11 幼虫 
Larva Thoracic legs Changsha Larva 
向 长 水 
14 幼虫 胸 足 28°11’'N, 112°58'E 60 -100 2015/11 幼虫 
Larva Thoracic legs Changsha Larva 
向 长 水 
15 幼虫 胸 足 SE. 28°11’'N, 112°58'E 60-100 2015/11 幼虫 
Larva Thoracic legs Changsha Larva 
向 长 水 
16 幼虫 胸 足 SN 28°11’'N, 112°58'E 60-100 2015/11 幼虫 
Larva Thoracic legs Changsha Larva 
J 向 长 沙 LE 
17 幼虫 胸 足 人 28°11’'N, 112°58'E 60-100 2015/11 幼虫 
Larva Thoracic legs Changsha Larva 
向 三 长 水 
18 幼虫 胸 足 Et 28°11’'N, 112°58'E 60 -100 2015/11 幼虫 
Larva Thoracic legs Changsha Larva 
向 长 小 
19 幼虫 胸 足 人 28°11'N, 112°58'E 60 -100 2015/11 幼虫 
Larva Thoracic legs Changsha Larva 
将 及 长 沙 站 
20 虫草 了 体 辟 St 28°11'N, 112°58'E 60-100 2015711 虫草 
Caterpillar fungus I Body wall Changsha Caterpillar fungus 
成 虫 胸肌 洞口 幼虫 
21 27°5'N, 110°30'E 300 -600 2015/07 
Adult Pectorals Dongkou Larva 





表 中 21 个 样品 分 别 取 自 20 个 虫 体 , 其 中 ,样品 21 与 样品 7 取 自 同一 个 虫 体 的 不 同 部 位 ;洞口 和 长 沙 分 别 指 洞口 县 和 长 沙市 ;样品 8( 虫 草 工 ) 














和 样品 20( 虫 草 工 ) 分 别 取 














17S 鉴定 的 其 他 两 种 











R 草 。Twenty one samples in the table were taken from 20 individuals and samples no. 21 and 


no. 7 were taken from different parts of the same individual moth. Dongkou and Changsha mean Dongkou County and Changsha City, respectively. 


Samples no. 8 (caterpillar fungus | and samples no. 20 (caterpillar fungus [[ ) were from two other species of caterpillar fungi, respectively, which were 


identified by 77S. 
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表 2 本 研究 所 用 DNA 序列 信息 
Table 2 Data of DNA sequences used in this study 























































































































编号 种 类 GenBank 登录 号 来 源 
No. Species GenBank accession no. Origin 
1 黑龙 江 旺 蛾 Hepialus humuli KC970370.1 NCBI 
2 曲线 蝠 蛾 Hepialus usconebulosa GU828674.1 NCBI 
3 核 蝙 蛾 Endoclita signifer NC029873.1 NCBI 
4 小 金 蝠 峨 Hepialus xiaojinensis KP772242. 1 NCBI 
5 云南 晤 蛾 Hepialus yunnanensis HM744695.1 NCBI 
6 蒲 氏 晤 蛾 Hepialus pui KF908880.1 NCBI 
7 巨 病 蝙 蛾 Endoclita davidi KY928011 NCBI 
8 巨 疝 蝙 蛾 Edavidi KY928012 NCBI 
9 巨 疝 蝙 蛾 Edavidi KY928013 NCBI 
10 巨 疝 蝙 蛾 Edavidi KY928014 NCBI 
11 巨 疝 蝙 蛾 Edavidi KY928015 NCBI 
12 巨 疝 蝙 蛾 Edavidi KY928016 NCBI 
13 巨 疝 蝙 蛾 已 davidi KY928017 NCBI 
14 巨 疝 蝙 蛾 Edavidi KY928018 NCBI 
15 巨 疝 蝙 蛾 Edavidi KY928019 NCBI 
16 巨 疝 蝙 蛾 Edavidi KY928020 NCBI 
17 巨 疝 蝙 蛾 Edavidi KY928021 NCBI 
18 巨 疝 蝙 蛾 E. davidi KY928022 NCBI 
19 巨 疝 蝙 蛾 Edavidi KY928023 NCBI 
20 巨 疝 蝙 蛾 Edavidi KY928024 NCBI 
21 巨 疝 蝙 蛾 Edavidi KY928025 NCBI 
22 巨 疝 蝙 蛾 Edavidi KY928026 NCBI 
23 巨 疝 蝙 蛾 Edavidi KY928027 NCBI 
24 巨 疝 蝙 蛾 Edavidi KY928028 NCBI 
25 巨 疝 蝙 蛾 Edavidi KY928029 NCBI 
26 巨 疝 蝙 蛾 Edavidi KY928030 NCBI 
和 巨 疝 蝙 蛾 Edavidi KY928031 NCBI 





平均 含量 分 别 为 39.1% ，13.8% ，31.7% 和 
15. 4% ,A+T 含 量 为 70.8% ,C+G 含 量 为 29.2% 。 
保守 位 点 C (conserved sites ) 646 个 ,变异 位 点 V 
(variable sites) 12 个 , 简约 信息 位 点 Pi (parsimony 
information sites) 9 个 , 单 核 苷 酸 多 态 性 位 点 SNPs 
(single nucleotide polymorphisms ) 3 个 。 

2.2 蝙蝠 蛾 科 七 种 蝙蝠 蛾 种 间 遗 传 距离 以 及 巨 症 
蝙 蛾 种 内 遗传 距离 分 析 

2.2.1 七 种 蝙蝠 峨 种 间 遗 传 距 离 : 以 Kimura 2- 
parameter (K2-P) 为 系统 进化 树 模型 计算 样品 的 种 
内 和 种 间 遗 传 距离 ,结果 显示 ,所 测 巨 疗 蝙 峨 样品 与 
NCBI 数据 库 中 已 有 物种 的 COI 基因 距离 为 5.36% ~ 





13.31%( 表 3) ,根据 同一 物种 内 的 最 大 遗传 距离 ， 
可 以 确定 NCBI 数据 库 中 暂时 没有 该 物种 的 DNA 
条 形 码 数据 。 从 表 3 可 以 看 出 ,基于 COI 基因 的 巨 
而 蝙 蛾 与 其 他 蝙蝠 蛾 科 昆 虫 种 间 遗 传 距 离 最 小 的 为 
同属 的 核 蚁 峨 Endoclita signifer(5.36% ) ,而 与 蝙 晤 
蛾 科 其 他 属 的 遗传 距离 均 在 10% 左右 , 属 间 的 遗传 
距离 明显 大 于 属 内 的 遗传 距离 。 

2.2.2 巨 闻 蝙 娥 种 内 遗传 距离 : 20 个 所 测 个 体 
DNA 条 形 码 之 间 最 大 种 内 遗传 距离 为 1.08% ,最 小 
遗传 距离 为 0( 表 4) 。 根 据 目 前 鳞 翅 目 DNA 条 形 码 
3% 的 衡 定 标准 ,可 以 确定 所 有 样品 均 为 同一 物 
种 一 一 巨 证 蝙 峨 。 
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表 3 ”蝙蝠 蛾 科 部 分 种 间 (7 种 ) 与 种 内 (1 种 ) 的 遗传 距离 ( 多 ) 


Table 3 Inter-species (7 Species) and intra-species (1 species) genetic distances ( % ) of Hepialidae 















































种 间 Inter-species 种 内 
E. davidi ~ E. signifer H pu H fusconebulosa H. humuli H. xiaojinensis Intra-species 

巨 疗 蝙 峨 Endoclita davidi 0.54 
核 蝙 峨 Endoclita signifer 5.36 3 
蒲 氏 晤 蛾 Hepialus pui 11.31 11.49 过 
曲线 晤 蛾 Hepialus fisconebulosa 10.77 10. 25 12.78 = 
黑龙 江 申 蛾 Hepialus humuli 12.38 12.38 13.31 8.92 = 
小 金 蝠 峨 Hepialus xiaojinensis 11.30 11. 65 8.24 11.14 11. 85 
云南 蝙 峨 Hepialus yunnanensis 8.86 10.94 7.88 10.78 11.67 6.53 一 


以 Kimura 2-parameter (K2-P) 双 参 数 模型 计算 种 内 和 种 间 遗 传 距 离 。The intra- and inter-species genetic distances were calculated by using the 
Kimura 2-parameter model. 下 同 The same below. -- : 未 进行 种 内 遗传 距离 分 析 No intra-species genetic distance analysis was conducted. 





表 4 巨 疝 蝙 蛾 样品 间 的 种 内 遗传 距离 ( %) 


Table 4 Intra-specific genetic distances ( %) of Endoclita davidi samples 








样品 编号 
Sple io. 2 3 4 5 6 以 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
1 
2 0.30 
3 0.92 0.92 
4 0.15 0.15 0.77 
5 0.92 0.92 0.00 0.77 
6 0.92 0.92 0.61 0.77 0.61 
7 0.00 0.30 0.92 0.15 0.92 0.92 
8 0.15 0.15 0.77 0.00 0.77 0.77 0.15 
9 0.00 0.30 0.92 0.15 0.92 0.92 0.00 0.15 
10 0.77 0.77 0.77 0.61 0.77 0.15 0.77 0.61 0.77 
11 0.92 0.92 0.61 0.77 0.61 0.61 0.92 0.77 0.92 0.77 
12 0.15 0.15 0.77 0.00 0.77 0.77 0.15 0.00 0.15 0.61 0.77 
13 0.46 0.46 1.08 0.30 1.08 1.08 0.46 0.30 0.46 0.92 1.08 0.30 
14 0.92 0.92 0.61 0.77 0.61 0.00 0.92 0.77 0.92 0.15 0.61 0.77 1.08 
15 0.92 0.92 0.61 0.77 0.61 0.61 0.92 0.77 0.92 0.77 0.00 0.77 1.08 0.61 
16 0.15 0.15 0.77 0.00 0.77 0.77 0.15 0.00 0.15 0.61 0.77 0.00 0.30 0.77 0.77 
17 0.15 0.15 0.77 0.00 0.77 0.77 0.15 0.00 0.15 0.61 0.77 0.00 0.30 0.77 0.77 0.00 
18 0.92 0.92 0.61 0.77 0.61 0.00 0.92 0.77 0.92 0.15 0.61 0.77 1.08 0.00 0.61 0.77 0.77 
19 0.15 0.15 0.77 0.00 0.77 0.77 0.15 0.00 0.15 0.61 0.77 0.00 0.30 0.77 0.77 0.00 0.00 0.77 
20 0.30 0.30 0.61 0.15 0.61 0.61 0.30 0.15 0.30 0.46 0.61 0.15 0.46 0.61 0.61 0.15 0.15 0.61 0.15 








样品 信息 见 表 1。Data of samples see Table 1. 


表 4 中 ,来 自 长 沙 的 10 个 样品 (编号 11 -20) ”差异 不 显著 (P>0.05), 说 明 两 地 区 巨 辣 蝙 蛾 间 的 
之 间 的 遗传 距离 为 0 ~1.08% ,平均 为 0.53% ,来 自 ”遗传 距离 尚未 表现 出 明显 差异 。 所 测 20 个 虫 体 间 
































洞口 10 个 样品 (编号 1 -10) 之 间 的 遗传 距离 为 0 ~ 的 遗传 距离 从 0 ~1.08% ,平均 为 0.54%。 
0. 92% ,平均 为 0.55% ,洞口 与 长 沙 样品 间 的 遗传 本 研究 结果 表明 ,基于 COI 基因 的 DNA 序列 在 
距离 为 0 ~1.08% ,平均 遗传 距离 为 0.54% ,三 者 间 巨 辣 蝙 蛾 的 物种 鉴定 方面 具有 较 高 的 准确 度 :最 小 
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种 内 遗传 距离 为 0 ,最 大 种 内 遗传 距离 为 1.08% ;而 
与 NCBI 基因 库 已 登记 的 蝙蝠 蛾 科 昆 虫 的 最 小 种 间 
遗传 距离 为 5. 36% ( 如 核 蝙 峨 ,该 种 是 目前 NCBI 基 
因 库 登记 COI 基因 序列 的 唯一 蝙 峨 属 昆虫 ) ,最 大 
种 间 遗 传 距 离 为 13. 31% (如 黑龙 江 蝠 蛾 ) ,与 其 余 
多 种 蝠 蛾 遗传 距离 均 在 10% 左右 。 进 一 步 分 析 表 
明 , 巨 辣 蝙 蛾 和 校 蝙 蛾 亲缘 关系 近 , 两 者 的 mt COI 
基因 片段 序列 一 致 性 达 94. 64% ,有 5. 36% 的 特定 
核 昔 酸 差异 ,而 与 蝠 蛾 属相 比 差 异 较 大 。 























2.3 ”蝙蝠 蛾 科 系 统 发 育 树 构建 

结合 NCBI 数据 库 中 已 有 的 蝙蝠 蛾 科 其 他 物种 
与 所 测定 的 巨 闪 蝙 蛾 的 mt COI 基因 片段 序列 ,计算 
遗传 距离 ,并 采用 邻接 法 (NJ) 和 最 大 简约 法 (MP ) 
两 种 方法 构建 系统 发 育 树 构建 系统 发 育 树 状 图 。 两 
种 系统 发 育 树 构建 方法 所 获 拓扑 结构 相同 ,节点 支 
持 率 均 高 达 99% ,图 1 为 采用 邻接 法 构建 的 结 
巨 疗 蝙 峨 与 核 蝙 峨 的 mt COI 基因 片段 序列 一 致 性 
达 94. 64% 。 











巨 辣 蝙 峨 Endoclita davidi KY928023 





99 


44 


63 





43 


95 


3 引 | [ 蕊 疗 


99 
72 


64 


I 








I 


加 











巨 疝 蝙 由 











| 巨 辣 蝙 























万 蝙 峨 Endoclita davidi KY928029 
广 蝙 蛾 Endoclita davidi KY928027 
蝙 峨 Endoclita davidi KY928026 
巨 疝 蝙 
巨 着 蝙 
巨 疝 蝙 
忆 疝 蝙 峨 Endoclita davidi KY92801 
伐 Endoclita davidi KY928017 


伐 Endoclita davidi KY928019 
巨 辣 蝙 峨 Endoclita davidi KY928012 


我 Endoclita davidi KY928022 
我 Endoclita davidi KY928018 
我 Endoclita davidi KY928014 











巨 贞 蝙 峨 Endoclita davidi KY928030 
巨 辣 蝙 蛾 Endoclita davidi KY928021 
巨 辣 蝙 峨 Endoclita davidi KY928025 
丹 峨 Endoclita davidi KY928020 
巨 疝 蝙 蛾 Endoclita davidi KY928016 
巨 辣 蝙 峨 Endoclita davidi KY928024 





巨 疝 蝙 蛾 Endoclita davidi KY928028 


上 哦 Endoclita davidi KY928013 


1 


巨 疝 蝙 








93 巨 病 蝙 峨 Endoclita davidi KY928015 
核 蜗 峨 Endoclita signifer NC029873.1 


98 





曲线 晤 蛾 Hepialus fusconebulosa GU828674.1 
黑龙 江 竖 峨 Hepialus humuliKC970370.1 
































云南 蝠 峨 Hepialus yunnanensis HM744695.1 
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图 1 采 











薄 氏 蝠 峨 Hepialus pui KF908880.1 
小 金 师 峨 Hepialus xiaojinensis KP772242.1 



































邻接 法 (NJ) 基于 线粒体 COI 基因 序列 构建 的 蝙蝠 蛾 科 系 统 发 育 树 














Fig. 1 
图 中 分 支 上 数值 为 1 000 次 自 


represents the genetic distance. 














Phylogenetic tree based on mtDNA COI gene sequences of Hepialidae constructed by the neighbor-joining method 
届 检 验 置 信和 度 ; 标尺 示 遗 传 距离 。The number on the branch indicates bootstrap values for 1 000 replicates. Scale bar 
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从 图 1 可 以 看 出 ,依据 COI 基因 构建 的 蝙蝠 蛾 
科 系 统 发 育 树 中 , 巨 疝 蝙 蛾 20 个 样品 的 COI 序列 全 
部 聚合 为 一 支 , 而 后 和 同属 的 核 蝙 蛾 为 一 支 (遗传 
距离 为 5.36% ) ; 而 蝠 蛾 属 根据 基 因 库 已 记录 5 个 
物种 的 分 子 系统 数据 可 以 分 两 支 : 曲线 蝠 蛾 
Hepialus fusconebulosa 与 黑龙 江 晤 蛾 Hepialus humuli 
为 一 支 , 遗传 距离 较 大 ,为 8. 92%; 浦 氏 蝠 蛾 
Hepialus pui 与 小 金 师 峨 Hepialus xiaojinensis 首先 为 
一 支 (遗传 距离 为 8. 24% ) ,再 与 云南 蝙 蛾 Hepialus 
yunnanensis 聚 类 并 为 一 文 。 而 后 晤 蛾 属 的 两 支 汇 为 

大 文 , 再 与 蝙 蛾 属 汇合 。 

































































3 讨论 





传统 分 类 学 的 物种 鉴定 不 仅 依赖 于 分 类 学 家 丰 
富 的 知识 和 经 验 ,还 要 求 标本 具备 比较 完整 的 外 部 
形态 特征 ,但 在 实际 中 往往 很 难 同时 具备 上 述 两 方 
面 的 条 件 ( 程 希 婷 等 , 2011)。 昆 虫 生活 史 有 卵 、 幼 
虫 . 晴 和 成 虫 等 形态 特征 不 同 的 多 个 虫 态 ,标本 种 类 
鉴定 通常 主要 依据 成 虫 的 形态 特征 ,其 他 虫 态 一 般 
较 少 描述 ,而且 ,在 某 些 情况 下 ,需要 检测 的 标本 已 
损坏 或 不 完整 ,只 有 一 小 部 分 的 组 织 可 供 识别 ; 同 
时 ,昆虫 具有 丰富 的 物种 多 样 性 ,很 多 种 类 具有 的 表 
型 可 塑性 .遗传 变异 性 、 多 型 或 者 二 型 性 现象 及 不 同 
发 育 阶段 具有 不 同 的 形态 特征 ,使 得 昆虫 种 类 鉴定 
工作 比较 困难 ,因此 ,利用 分 子 生 物 学 技术 辅助 鉴定 
成 为 一 种 便利 方式 ,可 以 提高 鉴定 的 工作 效率 ( 肖 
金 花 等 , 2004; 李 晓 叶 等 , 2015) 。 基 于 COI 基因 的 
DNA 条 形 码 技术 具有 统一 性 和 标准 性 , 且 已 用 于 鳞 
翅 目 、 膜 翅 目 和 半 翅 目 等 物种 鉴定 及 其 系统 发 育 关 
系 分 析 ( Acs et ol.,，2010) 。 虫 草 苗 感染 和 虫草 形成 
均 发 生 在 巨 辣 蝙 蛾 的 幼虫 期 ,分 子 鉴定 技术 对 于 明 
确 虫 草 的 寄主 种 类 和 其 他 蝙 蛾 属 昆虫 的 研究 利用 具 
有 重要 的 意义 。 

分 子 鉴定 技术 不 仅 能 提供 快速 和 准确 的 技术 验 
证 不 明 身 份 的 生物 , 同时 还 能 建立 系统 发 育 树 
( Erickson et al., 2012)。 构 建 系统 发 育 树 进行 物种 
聚 类 ,是 在 得 到 某 一 个 体 的 分 子 数据 后 对 其 进行 物 
种 确定 时 的 较为 直观 的 方法 ( 乔 玮 娜 等 , 2012) 。 根 
据 本 研究 所 用 两 种 方法 构建 的 系统 发 育 树 ,20 个 巨 































































































以 分 两 支 :曲线 蝠 蛾 五. fusconebulosa 与 黑龙 江 晤 是 
及 humuli 肾 为 一 支 ; 清 氏 蝙 蛾 及 pui 与 小 金 晤 蛾 
H. xiaojinensis 首先 聚 为 一 支 ,再 与 云南 师 蛾 
瑟 yunnanenss 聚 为 一 支 ; 而 后 两 支 蝠 蛾 属 的 种 类 聚 
为 一 大 文 ,再 与 蝙 蛾 属 汇 合 ,这 表明 系统 发 育 树 能 在 
种 间 与 属 间 发 挥 较 好 的 作用 。NJ 树 和 MP 树 均 可 
以 完全 区 分 蝙 蛾 属 与 蝙 蛾 属 , 并且 支持 度 都 高 达 
99% 。 尽 管 两 种 建树 方法 选取 的 模型 相对 简单 , 且 
物种 有 限 、 样 本 数量 较 少 ,但 两 个 系统 发 育 树 均 表 现 
出 相同 的 分 支 情况 ,表明 该 条 形 码 能 对 蝙蝠 蛾 科 内 
各 个 阶 元 的 系统 发 育 做 出 简单 直观 的 判断 。 同 时 ， 
还 为 构建 拥有 自主 知识 产权 的 DNA 条 形 码 序列 数 
据 库 莫 定 了 基础 。 

昌 红 娟 和 黄 原 (2012) 发现, 利用 COI 基因 与 利 
用 16S rRNA 和 18S rRNA 建立 的 直 却 目 昆 虫 的 系 
统 发 育 树 有 相似 的 分 文 。 因 此 作者 认为 ,可 能 仅 利 
用 COI 基因 序列 尚 不 能 精准 地 解析 蝙蝠 蛾 科 内 各 
个 阶 元 以 及 较 高 阶 元 的 系统 发 育 关系 ,但 至 少 可 以 
为 该 科 的 系统 发 育 研 究 提供 一 些 有 重要 参考 价值 的 
信息 。 

通过 遗传 距离 分 析 , 巨 闻 蝙 蛾 与 蝙蝠 峨 科 其 他 
种 间 平 均 遗 传 距离 (10.47% ) 是 种 内 平均 遗传 距离 
(0.54% ) 的 19. 39 倍 ,完全 符合 DNA 条 形 码 有 效 性 
的 检测 标准 :种 间 差 异 是 种 内 差异 的 10 倍 (Hebert 
et al.，2003b) ;同时 ,最 小 种 间 遗 传 距离 远大 于 最 大 
种 内 遗传 距离 ,二 者 不 存在 重合 现象 ,这 也 符合 
DNA 条 形 码 的 应 用 标准 ,提示 目前 广泛 用 于 DNA 
条 形 码 的 COI 基因 可 以 用 于 巨 辣 蝙 蛾 的 物种 鉴定 。 
当然 ,准确 的 物种 鉴定 仍 需 要 增加 形态 学 、 生 态 学 等 
其 他 非 遗传 数据 信息 作为 必要 的 补充 ( 杨 聪 翡 等 ， 
2012) 。 本 研究 利用 线粒体 COI 基因 DNA 条 形 码 
技术 ,对 采 自 湖南 省 不 同 地 区 的 巨 疝 蝙 蛾 卵 、 幼 虫 、 
晴 、 成 由 和 虫草 菌 寄 生 形 成 的 僵 虫 进行 了 分 子 鉴 定 ， 
得 到 的 目标 DNA 序列 表现 为 明显 的 AT 碱 基 偏 向 
性 (AT 含量 高 于 GC 含量 ) ,这 与 Liu 和 Beckenbach 
《1992) 所 提出 的 高 AT 含量 是 无 疹 椎 动物 线粒体 
DNA 序列 中 普遍 存在 的 现象 相 吻 合 。 
本 研究 取 巨 症 蝙 蛾 虫 体 的 不 同 组织 , 包 括 卵 .成 
的 胸肌 ` 翅 基部 . 足 , 虫 草 僵 虫 的 体 壁 ,甚至 幼虫 褪 
的 皮 和 师 壳 等 进行 DNA 提取 和 扩 增 , 均 能 获得 满 









































































































































疝 蝙 蛾 样品 均 很 好 地 汇 为 一 支 ,表明 条 形 码 发 挥 了 
较 好 的 作用 ;而 后 再 与 其 同属 的 校 蝙 蛾 并 为 一 支 , 表 
明 系 统 发 育 树 在 属 内 与 属 间 有 较 好 的 分 辩 作 用 。 旺 
蛾 属 根据 基因 库 已 记录 5 个 物种 的 分 子 系统 数据 可 









































的 目的 基因 片段 。 研 究 结果 对 于 其 他 昆虫 的 幼虫 
晴 、 昆 虫 残 体 ( 翅 .触角 或 足 等 ) 以 及 形态 相似 的 
虫 卵 的 种 类 鉴定 均 提 供 了 可 靠 的 借鉴 。COI 序列 一 
经 获得 , 即 可 在 NCBI 或 者 BOLD 数据 库 中 进行 同 
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珊 等 : 巨 疝 蝙 蛾 不 同 虫 


态 的 COI 基因 条 形 码 识别 689 





源 性 比 对 ,进而 快速 准确 地 鉴定 物种 ,弥补 了 传统 形 
态 学 方法 鉴定 的 不 足 。 
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